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LABURPENA: Zelula eukariotoen nukleoa inguratzen duen mintzak zelularen bi konpartimentu nagusien, 
nukleoa eta zitoplasmaren, arteko banaketa fisikoa ezartzen du. Bi konpartimentu hauen arteko komunikazioa 
etengabea izateaz gain, ezinbestekoa ere bada zelularen homeostasia mantentzeko. Komunikazio hori, nukleoaren 
mintzean zehar noranzko bietan ematen den molekulen mugikortasunak egikaritzen du. Komunikazio horretan 
funtsezkoa den proteina bat dugu mintzagai honakoan, XPO1 izeneko proteina alegia. XPO1 nukleotik 
zitoplasmarako garraioan jarduten duen esportazio-hartzaile nagusia da, ehundaka proteina eta baita zenbait RNA 
molekula esportatzen dituelarik. Artikulu honetan garraio nukleozitoplasmikoaren mekanismo molekularrak 
deskribatzeaz gain, XPO1 esportazio-hartzailean zentratu gara eta bere funtzioa aztertzeko erabili ohi diren 
hurbilketa esperimentalak jaso ditugu. Azken horien adibidetzat berriki deskribatutako USP12/WDR20 
konplexuaren kasua [1] aztertu dugu. 
HITZ GAKOAK: garraio nukleozitoplasmikoa, XPO1, NES, WDR20, USP12  
ABSTRACT: The nuclear envelope, a double membrane that encloses the nucleus of eukaryotic cells, establishes 
a physical separation between the two main cellular compartments: the nucleus and the cytoplasm. Continuous 
communication between these compartments is crucial for the maintenance of cellular homeostasis. This 
communication relies on the bidirectional transport of macromolecules across the nuclear envelope. We focus 
here on a protein, called XPO1, which plays a key role in nucleocytoplasmic transport. XPO1 is the main receptor 
that mediates the export of hundreds of proteins and several RNA molecules from the nucleus to the cytoplasm. In 
this article we first review the molecular mechanisms that underlie nucleocytoplasmic transport. Next, we focus on 
XPO1 to describe some of the experimental approaches that are frequently applied to investigate its function. 
Finally, we illustrate the use of these approaches using the recently described case of the USP12/WDR20 complex 
[1] as an example. 
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1. SARRERA 
1.1. Molekulen nukleo eta zitoplasmaren arteko garraioa 
Zelula eukariotoen nukleoan zeharreko molekulen garraioa nukleoaren mintzean mihiztatuta 
dauden nukleoko poro-konplexu (nuclear pore complexes, NPC) izeneko kanaletan zehar gertatzen da. 
Tamaina txikiko molekulek, hauen artean <30 kDa-etako proteinek ere,  NPCetan zehar difusioz 
zeharkatu ohi dute mintza, alabaina, proteina gehientsuenak (baita oso handiak diren proteina-
konplexuak ere) garraio-hartzaileetara lotuko dira garraiatuak izan daitezen. [2, 3]. Energiaren menpeko 
prozesu aktiboa da proteina gehienen nukleoaren mintzean zeharreko garraioa, eta lan horretan garraio-
makineria espezializatuak dihardu. Makineria horrek hiru pieza nagusi ditu: (1) NPCak, (2) garraio-
hartzaile solugarriak, zeintzuek garraiatuko dituzten kargo-proteinen seinale espezifikoak ezagutuko 
dituzten eta (3) mintz nuklearraren alde bien arteko Ran GTPasa txikiaren gradientea, zeinak 
garraioaren noranzkoa zehaztuko duen [4-6] (1. irudia).  
 
1. irudia. Nukleoko poro konplexuetan (NPC) zeharreko proteinen garraio nukleozitoplasmikoa. Proteina txikiak (<30 
kDa) nukleo eta zitoplasmaren artean difusioz mugi daitezke NPCetan zehar. Proteina handiagoek berriz, garraio (inportazio 
edo esportazio) -hartzaileen beharra dute konpartimendu batetik bestera mugitu ahal izateko. RanGTP/RanGDP gradienteak 
(RanGTP kontzentrazio handia nukleoan eta RanGDP kontzentrazio handia zitoplasman) garraioaren norabidea finkatzen du. 
NPCak 30 proteina ezberdin biltzen dituen nukleoporina familiako zenbait kidez osaturiko 
konplexuak dira. Konplexu hauen ezaugarri fisiko-kimikoei esker, tamaina jakin batetik gorako 
proteinak ezin dira era askean mugitu nukleotik zitoplasmara edo zitoplasmatik nukleora [2, 4]. Proteina 
handi horiek, garraio-hartzaileei lotuko zaizkie eta nukleoporinekin elkarrekinez, NPCa zeharkatuko 
dute [7].  
20 garraio-hartzaile inguru kodetzen ditu giza genomak [8]; hauetako zenbaitzuk kargoak mintz 
nuklearrean zehar noranzko bietan garraia baditzakete ere, gehientsuenak nukleorantzako hartzaile gisa 
(inportinak) ala nukleotiko hartzaile gisa (esportinak) aritzen dira esklusiboki (2A eta 2B irudiak). 
Hartzaileok garraiorako seinaleak diren kargo-proteinen peptido-sekuentzia espezifikoak ezagutu eta 
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lotzen dituzte. Seinale hauek inportinek ezagutzen dituzten nukleora lokalizatzeko seinaleak, NLSak 
(nuclear localization signal), ala esportinek ezagutzen dituzten nukleotik esportatzeko seinaleak, NESak 
(nuclear export signal), izan daitezke. Inportaziorako ondoen karakterizatutako hartzailea α-inportina/β-
inportina heterodimeroa da, zeinak NLS “klasikoa” (aminoazido basikozko errenkada bat edo biz 
osatutako peptido-sekuentzia) duten kargoen nukleorantzako garraioa bideratzen duen [9]. Esportinen 
artean aldiz, XPO1 da karakterizatu zen lehena eta baita gaur egun ere gehien ikertzen dena. XPO1ek 
arreta handia jaso du azken urteetan hainbat gaixotasunen garapenarekin lotura duelakoan. Argitaralpen 
ugaritan aipatu da XPO1en jarduera desegokiak eragile gisara joka dezakeela zenbait minbizi eta 
neuroendekapenezko gaixotasunen garapenean [10, 11]. XPO1ek, “leuzinatan aberatsak” diren NESdun 
proteinen esportazioa bideratzen du. Leuzinatan aberatsak diren NES hauetan aminoazido hidrofobikoek 
(leuzina maiztasun handienean agertzen den aminoazidoa izan arren, isoleuzina, balina, fenilalanina zein 
metionina ere ager daitezke) “adostasun-sekuentzia” bat osatzen duen kokapen espezifikoa dute [12] 
(2C irudia). Aminoazidoen adostasun-sekuentzia hau izateaz gain, NESek konformazio jakina ere izan 
ohi dute eta N-muturrean α-helize egitura hartu ohi duten bitartean, C-muturrean begizta erakoa hartzen 
dute [13]. Aipatzekoa da zenbait proteinek bi seinale motak, bai NLSa, bai NESa, dituztela eta beraz, 
nukleotik zitoplasmara eta zitoplasmatik nukleora garraiatzen direla [14]. α/β-inportinak eta XPO1ek 
ehundaka proteina desberdin garraiatuko dituzte zitoplasmatik nukleora eta nukleotik zitoplasmara, 
hurrenez hurren.  
 
2. irudia. Garraio nukleozitoplasmikoaren mekanismo eta seinale nagusiak. A. Inportinen bidezko inportazioa: α-
inportina/β-inportina (αInp/βInp) heterodimeroak NLS motako seinalea duten kargo-proteinak zitoplasman ezagutu eta 
nukleoko poroetan zehar nukleora garraiatzen ditu. Behin inportina/NLS-kargo konplexua nukleoan dagoela, honek RanGTP-
arekin elkarrekiten du eta inportazio-koplexua desmuntatuko da. B. XPO1en bidezko esportazio-kargoen garraioa: XPO1 
hartzaileak NESa duten esportazio-kargoak ezagutu eta RanGTP-arekin elkarrekinez esportatuko den konplexua eratzen da. 
Konplexu hau zitoplasmara heltzean GTParen hidrolisia dela medio desmuntatu egiten da, XPO1 hartzailea zein esportazio-
kargoa askatuz. C. Garraio nukleozitoplasmikorako  seinale nagusiak: NLS (Nuclear Localization Signal) seinale klasikoak bi 
motakoak izan daitezke; aminoazido basikozko (urdinez markaturik) errenkada bakarraz osaturik, SV40 T antigeno luzea kasu, 
edo aminoazido basikozko (urdinez markaturik) errenkada biz osaturik, nukleoplasminarena kasu. Bestetik, XPO1 hartzaileak 
ezagutu eta lotzen dituen NES (Nuclear Export Signals) seinaleak adostasun-sekuentzia batekin bat datoz, zeinetan aminoazido 
hidrofobikoek (ɸ bezala adierazita) posizio jakina betetzen duten errenkadan. Adibide moduan, PKI proteinaren NES seinalea 
erakusten da. 
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Aipatutako garraio-makineria espezializatu horren azken pieza RanGTPasa txikia da. RanGTPasa 
GDPri (RanGDP) ala GTPri (RanGTP) lotu dakioke garraio-hartzaile eta kargoen arteko elkarrekintza 
erregulatzeko [4, 5, 15]. RanGDP-aren kontzentrazioa zitoplasman da altua eta, RanGTP-aren 
kontzentrazioa berriz, nukleoan da altua (1. irudia). Egoera fisiologikoetan RanGDP/RanGTP gradiente 
hau mantentzen da nukleo eta zitoplasmaren artean. Gradiente hau RanGAP1 (GTPasa aktibatzailea den 
proteina zitoplasmikoa) eta RCC1 (kromatinari lotutako nukleotidoak elkartrukatzeko faktorea) izeneko 
Ran-en kofaktoreek mantenaraziko dute.      Nukleoko RanGTPak inportazio- zein esportazio- 
konplexuekin elkarrekiten du; batetik inportina/kargo konplexuen desmuntaketa bultzatzen du 
inportazio-kargoa nukleoan askatuz, eta bestetik XPO1 esportazio-hartzailearekin eta bere kargoekin bat 
eginez RanGTP/XPO1/kargo konplexu trimerikoa osatzen du, XPO1 eta bere kargoen arteko interakzioa 
egonkortuz. Konplexu hau zitoplasmara heldutakoan RanGAP1ek GTPa hidrolizatzearekin batera 
desmuntatuko da, esportazio-kargoa zitoplasman askatuz. Beraz, RanGTP/RanGDP gradienteak 
hartzaile/kargo interakzioetan eraginez nukleoaren mintzean zeharreko garraioaren noranzkoa zehaztuko 
du (2A eta 2B irudiak). 
1.2. XPO1en kargoen peskizan: hurbilketa esperimentalak 
XPO1 esportazio-hartzailearen balizko kargoak zeintzuk proteina izan daitezkeen mugatzeko eta 
kargoak diren horien NESak zehazteko, askotariko prozedurez baliatu gara (3. irudia). 
 
3. irudia. NES seinaleen karakterizaziorako pausuen hurrenkera. 1. Ikergai den proteina (balizko kargoa) gainadierazi eta 
zelulak leptomizina B-z (LMB) tratatzen dira XPO1ek proteina hori esportatzen duenentz aztertzeko. Behin XPO1ek 
esportatzen duela ebatzita, proteina horren delezio-mutanteak sortu, eta hauek zelulan hartzen duten kokapena azter daiteke, 
honela NES seinalea egon daitekeen zonaldea mugatzeko. 2. Paraleloan, proteinaren sekuentzia Wregex edo LocNES bezalako 
NES-iragartzaileak erabiliz mapatzen da. Iragartzaile hauek NES seinalea proteinaren sekuentzian zehar non kokatu daitekeen 
erakusten dute. 3. Lehen bi pausuen ostean NES-kandidatuak hautatzen dira, eta hauek Rev(1.4)-GFP bektorean klonatzen dira 
esportazio-entseguak burutzeko [27]. 4. Behin esportazio-entseguan NES aktiboa dela ebatzita, NESa mutatu egiten da proteina 
osoaren testuinguruan. Identifikatutako NESak kargoaren esportazioa ezartzen badu, NESaren mutazioak kargoaren kokapena 
aldatzea espero dugu. Horrela, NESaren funtzionaltasun biologikoa berretsi daiteke. [WT kargoa:  wild type kargoa 
(mutatugabeko NESdun kargoa);  MUT kargoa: mutatutako NESdun kargoa].  
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1.2.1. Leptomizina B-k (LMB) eragindako XPO1en bidezko esportazioaren inhibizioa 
CRM1 (chromosome region maintenance factor 1) izeneko proteina beste proteina batzuk 
nukleotik esportatzeko hartzaile lanetan ere jarduten zuela aurkitu zuten 1997an, eta orduz geroztik, 
exportin 1 (XPO1) izena ere hartu du [16-19]. Garai hartan argitaratutako lanek XPO1 nukleotiko 
esportazioa inhibitzen duen LMBren itua dela frogatu zuten. LMB Streptomyces bakterioak ekoizten 
duen metabolitoa da, eta berez, aurkitu zutenean, antifungiko eraginkorra zela ikusi zuten [20]. Urte 
batzuk geroago baina, LMBk XPO1ek bideratutako nukleotiko esportazioa oztopatzen zuela behatu zen 
[21]. 2009an ezagutzera eman zen kargoen NESek XPO1i lotzerakoan bertan okupatzen zuten 
eskualdearen egitura; hori horrela, NESak XPO1en poltsiko hidrofobiko jakin batera lotzen zirela 
ondorioztatu zen [13]. Aurkikuntza horrekin batera ezagutu zen LMB ere poltsiko hidrofobiko berberera 
lotzen dela, eta honela LMBk poltsikoa okupatuz gero, kargoen NESak lotzea eragozten du. 
Aurkikuntza horrek XPO1en kargoak identifikatzeko lanak asko erraztu ditu, izan ere, LMB 
erabilitakoan XPO1en zitoplasmako kargoak maiz nukleora berlokalizatzen direla behatu da zeluletan 
egindako esperimentuetan. Prozedura honek badu bestelako abantaila bat, izan ere LMB kargo 
endogenoen portaera aztertzeko baliagarria izateaz gain, ektopikoki gainadierazitako kargoen 
esportazioa ikertzeko ere aproposa da. Honela, kargo-errepertorio zabala aztertzeko aukera emateaz 
gain, kargoen sekuentziatan delezio ituratuak eginez, hauen NESak mapatzeko ere baliatu dezakegu 
LMB tratamendua. Hurbilketa hau baina ezin da konstitutiboki nukleora lokalizatzen diren proteinen 
XPO1 bidezko esportazioa frogatzeko erabili. Kasu horietan hartzailea ektopikoki gainadieraz daiteke 
NESdun nukleoko kargoak zitoplasmara esportatzea eraginez [22].  
Alabaina, kargo-kandidatuak XPO1en benetako kargoak direla frogatzeko, eta era berean, kargoak 
diren horien NESak identifikatu eta zehazteko LMBren erabileran oinarritutako esperimentuez gain, 
bestelako hurbilketa batzuk beharrezkoak dira. Azken urteetan ikerketa esperimentalarekin batera 
ezinbesteko bihurtu den bioinformatikaren ekarpena aipatzekoa da lan honetan ere. 
1.2.2. Analisi bioinformatikoa: NES-iragartzaileak  
Aipatu bezala, leuzinatan aberatsak diren esportazio-seinaleak, NESak, aminoazido motibo 
laburrak dira zeintzuek kargo-proteinak XPO1 esportazio-hartzaileari lotzea ahalbidetzen duten. NES 
seinaleak baina askotarikoak dira eta hauek aurresateko erreminta informatiko eraginkorrak eskura 
izatea garrantzitsua da oso. Badira gaur egun eskuragai zenbait NES-iragartzaile, esaterako ELM [23], 
NetNES [24], NESsential [25] edota gure taldeak garatutako Wregex izenekoa [26]. Azken honek 
kargo-kandidatuen fidagarritasunaren hurrenkera zehazten du, modu horretan esperimentalki ikergai 
izango diren kargoen artean lehentasunak markatuz. Benetako kargoak izateko aukera handienak 
dituzten aurresandako kandidatuak esperimentalki aztertuko ditugu.  
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1.2.3. NES-kandidatuen gaineko esportazio-entseguak 
Henderson eta Eleftheriouk 2000. urtean garatu eta argitaratutako esportazio-entsegua da gure lan-
fluxuan erabilitako prozedura baliagarrienetako bat [27]. Entsegu honetako pieza gakoa Rev(1.4)-GFP 
fusio-proteina da (4A irudia). Fusio-proteina honek hiru zati ditu: (1) NESa mutatuta duen, hau da, 
esportatzen ez den GIB birusaren Rev proteina, Rev(1.4) deritzona, (2) BamHI/AgeI murrizketa-lekuak, 
non ikergai diren NESak klonatu daitezkeen eta (3) GFPa (green fluorescent protein). Rev(1.4)-GFP 
proteina berez, hau da hutsik, nukleoan kokatzen da, izan ere, Rev proteinak berezko NLS funtzional bat 
ere badu, zeinak proteina osoa nukleora inportatzea eragiten duen. BamHI/AgeI arteko leku horretan 
NES-kandidatu aktibo bat sartuko bagenu baina, sortutako fusio-proteina berri hori zitoplasmara 
esportatuko litzateke, baldin eta Rev(1.4)-GFPk berezkoa duen NLSaren “indarra” gaindituko balu. 
Entseguaren emaitzaren arabera beraz, NES-kandidatuak baieztatu ala baztertuko ditugu eta NES 
aktiboen “indarra” ezagutuko dugu (4B irudia).  
 
4. irudia. Esportazio-entseguaren nondik norakoak. A. Rev(1.4)-GFP plasmidoak kodetzen duen fusio-proteinaren irudi 
eskematikoa. Urdinez, Rev(1.4) proteina, non NES inaktiboa (grisez, gurutzea) eta NLS aktiboa (arrosaz) ageri diren. Berdez, 
GFP proteina. Plasmidoan, Rev(1.4) eta GFP kodetzen dituzten sekuentzien artean, BamHI eta AgeI murrizketa-lekuak daude, 
zeinak NES-kandidatua klonatzeko erabiliko diren. B. Esportazio-entseguan esperotako emaitzak: bektorea hutsik baldin 
badago kokapen nuklearra agertzen du; gauza bera gertatzen da klonatutako NES-kandidatua inaktiboa baldin bada. Aldiz, 
NES-kandidatua aktiboa bada seinalea zitoplasman agertuko da [27]. ActD eta CHX erabilpenaren zehaztasunak Material eta 
Metodoak atalean daude deskribatuta.   
 
1.2.4. NES aktiboen mutagenesi ituratua: funtzionaltasun biologikoaren berrespena 
Esportazio-entseguaren emaitzaren arabera aktibotzat ebatzi dugun NESa mutatu egingo dugu 
honek XPO1en bidezko kargoaren garraioan izan dezakeen funtzionaltasuna berraztertu eta behar den 
kasuetan berresteko. Jatorrizko NES basatidun (wild type, WT) kargoa esportatu egingo litzateke eta 
mutatutako NESdun kargoak berriz ezingo luke XPO1ekin elkarrekin eta beraz, ezin izango litzateke 
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nukleotik zitoplasmara esportatu. Modu honetan lan-fluxu osoan zehar aktibotzat jo dugun NES-
kandidatu jakin baten funtzionaltasuna berretsiko dugu hala dagokionean. 
LMBren erabilera aintzindaritik hasita eta osteko esportazio-entsegu eta eskala handiko 
proteomikako lanetara, hurbilketa guztien uztarketa ezinbestekoa da XPO1en kargoen errepertorioa 
(XPO1en “esportoma”) osatzen joateko. Azken 15 urteetan XPO1ek esportatutako 200 kargo inguru 
identifikatu dira modu fidagarrian [12] eta berriki, masa espektrometriaren erabilerak XPO1en balizko 
kargoen bilduma 1000tik gora proteinetara zabaldu du [28].  
1.3. XPO1en kargoen peskizan: USP12/WDR20 konplexuaren kasua adibide bezala 
Atarian aipatu legez, XPO1ek milaka proteinen garraio nukleozitoplasmikoa bideratzen du eta 
beraz, zelulan gertatzen diren prozesu ugariren erregulazioan gako da. Prozesu ugari horien artean 
ubikuitinazio-bidezidorrak ditugu. Ubikuitinazioa itzulgarria den itzulpen osteko eraldaketa da eta 
zeluletako proteina gehientsuenen egonkortasuna, funtzioa edota zelulango kokapena zuzentzen du. 
Deubikuitinasak (DUBak) ubikuitina unitateak proteinetatik kentzen dituzten entzimak dira eta 
funtsezko eginkizuna dute prozesu fisiologiko ugaritan [29]. Gure taldeak garraio nukleozitoplasmikoa 
eta ubikuitinazioaren arteko lotura [30] ikertzen du. Esate baterako, 2012. urtean, DUB familiako 
zenbait kideen NESak zehazteari ekin genion, eta hauen funtzionaltasuna aztertu genuen [31].  
100 giza-DUB inguru daude 7 familiatan sailkatuta; familiarik handiena USP (ubiquitin-specific 
proteases) izenekoa da. Entzima-familia honetako kide batek, USP12 izenekoak, tumore ezabatzaile 
gisa jarduten duela ikusi da [32, 33]. USP12ak berez baina ez du aktibitate deubikuitinatzailerik ez bada 
WDR20 eta UAF1 kofaktoreekin lotzen. Bi proteina hauek sinergistikoki jarduten dute USP12ren 
aktibitate entzimatikoa handiagotuz. USP12k zelulen fisiologian duen garrantzia ezaguna bada ere, 
oraindik orain ez dago argi non, zein konpartimentutan, kokatzen den zelulan ezta aipaturiko bi 
kofaktoreek zer nolako eragina izan dezaketen lokalizazio horretan, eraginik izatekotan. Kontu hau 
eztabaidagai dirau gaur egun ere eta ikerketa lan batzuek USP12 gehien bat zitoplasmikoa dela dioten 
bitartean [34-38], beste batzuek batez ere nuklearra dela diote [39, 40]. Argi dagoena da USP12 nukleo 
eta zitoplasmaren artean atzera eta aurrera mugitzen dela eta mugimendu hori XPO1ek bideratzen duela 
[41, 40]. USP12aren NES bat deskribatu dute oraintsu Sanyal eta lankideek [40, 42]. Aurreko atalean 
azaldutako lan-fluxua erabilita, gure taldeak lortutako emaitzek iradokitzen dute deskribatutako NES 
hori ez dela modu argi eta nabarmenean esportaziorako seinale gisa aritzen. Bestalde, Kirli eta lankideek 
2015. urtean zerrendatutako XPO1en HeLa zelulen milatik gora kargoen artean WDR20, USP12ren 
kofaktorea, ageri da [28]. Guzti hau kontuan hartuta, guk honako hipotesia planteatzen dugu: 
USP12/WDR20 konplexuaren XPO1en bidezko esportazioa USP12k baino, WDR20k gidatu dezakeela. 
Gainera, hipotesi horrekin bat eginez, XPO1en menpekoa den USP12/WDR20 konplexuaren 
esportazioa bideratzen duen WDR20ren NES funtzional berri bat identifikatu dugu.  
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2. MATERIAL ETA METODOAK 
2.1. Prozedura orokorrak: Zelulen hazkuntza, transfekzioa eta mikroskopioan behatzeko laginen 
prestaketa  
HeLa zelulak % 10 idi-umeki serodun (ingelesez fetal bovine serum, FBS) eta % 1 
penizilina/estreptomizinadun DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) medioan hazi ditugu (dena 
Invitrogen-ekoa) 37 °C-tan, % 5-eko CO2-dun atmosferan. 24 ordu transfekzioa egin aurretik zelulak 12 
putzutako plaketan erein ditugu. Transfekzioak X-tremeGENE 9 transfekzio-agentea (Roche 
Diagnostics) erabilita egin ditugu fabrikatzailearen argibideei jarraituz.  
Dagokien tratamendua jaso ostean, zelulak % 3,7 formaldehido PBStan fixatu ditugu 30 minutuz 
eta DAPI-dun Vectashield muntaketa-medioa erabilita (Vector Laboratories) portetan muntatu ditugu.  
1. pausoa: plasmidoen prestaketa, LMB tratamendua eta proteinen kokapenaren azterketa  
Gure intereseko proteinak diren USP12 eta WDR20 proteinen aurka komertzialki eskuragarri 
dauden antigorputzak inespezifikoak izan ohi dira. Horrek arazo larria suposatzen du intereseko 
proteinez gain bestelako ituak ezagutu ditzaketelako antigorputzok. Hori horrela izanik, intereseko 
proteinak gainadierazteko helburuz, proteinok YFP (yellow fluorescent protein) izeneko proteina 
fluoreszentearekin batera sustatzaile beraren pean klonatu ditugu pEYFP-C1 (Clontech) izeneko 
plasmidoan. Klonatutako intereseko proteina YFPrekin batera adierazten denez fusio-proteina gisara, 
adierazitako fluoreszentziaren behaketak intereseko proteinaren jarraipena egitea ahalbidetzen digu, hau 
da, zelulan non kokatzen den ikustea ahalbidetuko digu. Kasu honetan USP12 eta WDR20 proteina 
basatien cDNA sekuentzien gBlock-ak (IDT) pEYFP-C1 plasmidoaren BamHI eta HindIII murrizketa-
lekuen artean klonatu ditugu, ostean HeLa zeluletan gainadierazi eta fluoreszentzia-mikroskopioan 
behatu dugu bi proteina hauen kokapena. Prozedura berbera jarraitu dugu PCR bidez ekoitzitako 
WDR20ren delezio-mutanteak pEYFP-C1 plasmidoan klonatu eta gainadierazteko.  
USP12, WDR20 eta azken honen delezio-mutanteen kokapena aztertzeko, transfekzioa egin eta 24 
ordutara HeLa zelulak 6 ng/ml LMB (Apollo Scientific) esportazio-inhibitzaileaz tratatu ditugu hiru 
orduz.  
2. pausoa: NES sekuentziaren iragartzaileen bidezko bilaketa 
WDR20 proteinaren NES seinalea aurresateko Wregex (http://ehubio.ehu.eus/wregex) [26] 
erreminta bioinformatikoa erabili dugu.  
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3. pausoa: Esportazio-entseguak eta entseguetan erabilitako plasmidoak 
pRev(1.4)-GFP bektorea (4A irudia) Beric Hendersonen (Westmead Institute for Cancer Research, 
University of Sydney, Australia) eskutik lortu dugu. USP12 zein WDR20ren NESen cDNA sekuentziak 
pRev(1.4)-GFP plasmidoaren BamHI eta AgeI murrizketa-lekuen artean klonatu ditugu. Klonatutako 
USP12 eta WDR20ren NES sekuentziak honakoak dira: 75RKKESLLTCLADLFHSIAT93, Rev(1.4)-
NESUSP12-GFPren kasuan eta 450MDGAIASGVSKFATLSLHD468, Rev(1.4)-NESWDR20-GFPren kasuan. 
Bi plasmido hauek, eta baita kontrol negatibotzat hartuko dugun Rev(1.4)-GFP hutsa, HeLa zelulatan 
transfektatu ditugu. Hiru plasmidoetako bakoitza plakako bi putzu transfektatzeko erabili dugu. Zelulen 
transfekzioa egin eta 24 ordutara bi putzuetako bat 10 µg/ml zikloheximidaz (CHX; Sigma) tratatu dugu 
3 orduz; besteari berriz, 10 µg/ml CHX gehi 5 µg/ml aktimomizina D (ActD, Sigma) gehitu dizkiogu. 
Zikloheximida proteinen sintesia geldiarazten duen farmakoa da eta beraz, honekin tratatutako zeluletan 
zitoplasman behatzen den seinale fluoreszentea, nukleotik zitoplasmara esportatu den GFP fusio-
proteinaren seinalea izango da eta ez zitoplasman sintetizatu berri den proteinarena. Bestetik, ActD 
farmakoak Rev(1.4) proteinaren NLSak gidatutako nukleorantzako inportazioa oztopatzen du eta beraz, 
ahulagoak diren klonatutako NESen aktibitatea ere sumatzea ahalbidetuko digu. Ikergai diren NESen 
aktibitatea zehazteko, bai kontrol negatiboarekin (Rev(1.4)-GFP hutsa) bai gure intereseko 
konstruktoekin (Rev(1.4)-NESUSP12-GFP ala Rev(1.4)-NESWDR20-GFP) transfektatutako laginetako 
gutxienez 200 zelula zenbatu ditugu; 200 zelulen artean seinale zitoplasmikoa, seinale nuklearra ala 
seinale nukleozitoplasmikoa zein proportziotan behatu dugun kalkulatu dugu. Proportzio hauen arabera, 
0 eta 9ra arteko eskalan sailkatuko dugu aztertzen ari garen NESen aktibitatea edo indarra [27].  
4. pausoa: NESen mutagenesi ituratua 
Azkenik, NESek proteina osoaren testuinguruan duten eragina aztertzeko, proteina basatien 
(USP12 WT eta WDR20 WT) eta mutatutako NESak dituzten proteinen (USP12 NESmut eta WDR20 
NESmut) portaera alderatu dugu. Mutatutako NESak dituzten proteinak ekoizteko jatorrizko proteinak 
moldetzat hartu eta mutagenesi ituratua egin dugu QuikChange Lighting Site-Directed Mutagenesis Kit-
a (Stratagene) erabiliz. 1. pausuan USP12 eta WDR20 proteina basatietarako azaldutako prozedura 
berbera erabilita, YFP-USP12 NESmut eta YFP-WDR20 NESmut HeLa zeluletan duten kokapena 
aztertu dugu. Emaitzok proteina basatiekin lortutako emaitzekin alderatu ditugu.  
3. EMAITZAK  
3.1. USP12k eta WDR20k XPO1 hartzailearen menpeko garraioa jasaten dute 
Lehenik eta behin, gainadierazitako USP12 deubikuitinasak eta bere kofaktorea den WDR20 
proteinak zeluletan duten berezko kokapena aztertu dugu, eta bi proteinek kokapen zitoplasmikoa dutela 
ikusi dugu LMBrik gabeko (-LMB) laginetan. Alabaina, YFP-WDR20ren seinalea zitoplasmikoa da 
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nabarmen, nukleoetan seinalerik ezin beha daitekeelarik (6B irudia) eta YFP-USP12ren kasuan aldiz, 
ahula bada ere, nukleoetan beha daiteke nolabaiteko seinalea (5A irudia). LMBren tratamenduaren 
menpeko (+LMB) XPO1en inhibizioak bi proteinen kokapenean eraginik duenentz ere aztertu dugu, eta 
bai YFP-WDR20ren kokapena bai YFP-USP12ren kokapena zitoplasmikoa izatetik 
nukleozitoplasmikoa izatera pasa dela behatu dugu, kasu bietan nukleoetan behatzen den seinalea -LMB 
laginetakoa baino nabarmenagoa izanik (5A eta 6B irudiak); hortaz, USP12 eta WDR20 proteinek 
XPO1 hartzailearen menpeko garraioa jasaten dute. 
3.2. Aurretiaz proposaturiko USP12ren NESa inaktiboa da 
USP12 proteinaren 77KESLLTCLADLFHSI91 aminoazido-errenkada XPO1en menpeko 
garraiorako NEStzat proposatu da oraintsu [40, 42]. Proposatutako NES hau ez dator guztiz bat 
leuzinatan-aberatsak diren NESen adostasun-sekuentziarekin (2C irudia); horretaz gain, ustezko NESa 
berresteko esportazio-entsegurik ez dute burutu egileek. Gauzak horrela, Rev(1.4)-NESUSP12-GFP fusio-
proteinaren zelulango kokapena aztertu dugu esportazio-entseguetan [27]. 
Esportazio-entseguan erabilitako Rev(1.4)-NESUSP12-GFP fusio-proteinak ez du Rev(1.4)-GFP 
kontrol negatiboak baino kokapen zitoplasmikoagoa agertzen, ezta ActD-ren presentzian ere (5B irudia). 
Beraz, esportazio-entsegu honen emaitzek iradokitzen dute 2016an proposaturiko ustezko NES 
sekuentzia hori ez dela NES funtzional bat. 
Proposaturiko NESak aktibitaterik erakutsi ez arren, proteina osoaren testuinguruan izan dezakeen 
funtzionaltasun biologikoa aztertzeko mutagenesi esperimentua burutu dugu. Horretarako YFP-USP12 
basatiaren (USP12 WT) 77KESLLTCLADLFHSI91 sekuentziatik aldatu ditugu leuzinatan aberatsak diren 
NESetan agertzen diren ohiko aminoazidoak; hortaz, NES mutatuaren (NESmut) sekuentzia honakoa 
da: 77KESAATCAADAAHSA91 (5C irudia). Gainadierazitako YFP-USP12 WT eta YFP-USP12 
NESmut proteinen zelulango kokapena aztertutakoan behatu dugu proteina biak kokapen zitoplasmikoa 
agertzen dutela (5D irudia). Beraz,  USP12ren 77KESLLTCLADLFHSI91 sekuentziak ez du proteinaren 
esportazioa gidatzen. 
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5. irudia: USP12 proteinaren ustezko NES sekuentziaren analisia. A. YFP-USP12 HeLa zelulatan gainadierazita LMBz 
tratatuta (+LMB) eta tratatu gabe (-LMB). Tratatu gabeko laginean, batez ere kokapen zitoplasmikoa du YFP-USP12 
proteinak; tratatzean aldiz, kokapen nuklearra eta zitoplasmikoa hartzen du. B. HeLa zelulatan eginiko esportazio-entseguaren 
irudiak: Rev(1.4)-GFP kontrol negatiboak eta USP12 proteinan deskribatutako NESa kodetzen duen plasmidoak (Rev(1.4)-
NESUSP12-GFP) antzeko kokapena agertzen dute. Hau da, ustezko NES sekuentzia hau ez da NES funtzional bat. Saiook ActD 
gehituta (+ActD) ala gehitu gabe (-ActD) egin ziren.  C. YFP-USP12 basatia (WT) eta NES mutatua duen (NESmut) fusio-
proteinen adierazpen eskematikoa. Mutatutako NESaren sekuentzian, aldatutako aminoazidoak gorriz erakusten dira. D. YFP-
USP12 WT eta YFP-USP12 NESmut gainadierazten duten HeLa zelulen irudi konfokalak: proteina basati zein mutanteak 
kokapen zitoplasmikoa agertzen dute. Prestakinetako zelula-nukleoak DAPI tindaketaren bidez behatu dira. (1. erreferentziatik 
hartutako eta moldatutako irudia, Elsevierren baimenarekin). 
 
3.3. WDR20 proteinak bere kokapen nukleozitoplasmikoa gidatzen duen NES aktiboa du  
Behin WDR20k XPO1en menpeko esportazioa jasaten duela baieztatuta (6B irudia), bere NES 
seinalea zein den ikertu dugu. Ezaguna da NES seinale aktibo ohikoenek α-helize erako egitura 
sekundarioa hartzen dutela amino-muturrean [13]. WDR20-USP12-UAF1 konplexua X-izpien 
difrakzioa erabilita aztertu bada ere [43], ez da α-helizerik zehaztu WDR20 proteinaren kasuan. 
Alabaina, WDR20ren 394 eta 509 aminoazidoen arteko egitura zehaztea oraindik lortu ez denez [43], 
zonalde horretan α-helizeren bat, eta ondorioz NESa izan zitekeen sekuentzia, egon zitekeela pentsatu 
genuen. Hortaz, YFP-WDR20ren hiru delezio-mutante egin ditugu, 1-390, 390-510 eta 510-569 
aminoazidoen arteko zatiak direnak hain zuzen ere (6A irudia). WDR20 proteina osoarekin egin bezala, 
zati hauen kokapen zelularra ere zelulak LMBz tratatuz eta tratatu gabe aztertu dugu. YFP-WDR20(1-
390) eta YFP-WDR20(510-569) zatiek kokapen nukleozitoplasmikoa hartzen dute bai LMBz tratatutako 
laginetan zein tratatu gabeko laginetan. YFP-WDR20(390-510) zatiak aldiz, proteina osoak duen 
zitoplasmatik nukleora jotzeko jokaera bera mantentzen du. Hau da, LMB tratamendurik gabe guztiz 
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zitoplasmikoa den bitartean, LMBren presentzian kokapen nukleozitoplasmikoa hartzen du (6B irudia). 
Emaitza honek WDR20 proteinaren NES seinalea 390 eta 510 aminoazidoen artean kokatuta dagoela 
ematen du aditzera.  
 
6. irudia: WDR20 proteinaren NESaren identifikazioa. A. YFP-WDR20 proteinaren delezio-mutanteen irudi eskematikoa. 
B. YFP-WDR20 osoa zein fragmentuak HeLa zelulatan gainadierazita, LMBz tratatu (+LMB) zein tratatu gabe (-LMB). 
WDR20 proteina osoak kokapen zitoplasmikoa du tratatu gabeko laginetan, LMBz tratatzean aldiz, kokapen 
nukleozitoplasmikoa hartzen du. Fragmentuei erreparatuz aldiz, LMB tratamenduak ez du YFP-WDR20(1-390) ezta YFP-
WDR20(510-569) fragmentuen kokapena aldatzen. YFP-WDR20(390-510) fragmentuaren kokapena aldiz, proteina osoarekin 
gertatzen den modu berean, zitoplasmikoa izatetik nukleozitoplasmikoa izatera pasatzen da LMB tratamenduaren ondorioz. C. 
WDR20 proteinaren cNESa aztertzeko Rev(1.4)-[NESWDR20]-GFP eta Rev(1.4)-GFP bektore hutsak HeLa zeluletan ActD-z 
tratatuz (+ActD) edo tratatu gabe (-ActD) esportazio-entseguan erakutsitako kokapenaren irudi konfokalak. Rev(1.4)-
[NESWDR20]-GFP-ak kontrol negatiboak baino kokapen askoz ere zitoplasmikoagoa du. Honek, WDR20 proteinaren baitan 
proposatutako NESak honen esportazioa bultzatzen duela adierazten du, hau da, aktiboa dela. D. WDR20 basati (WT) eta NES 
mutantedun (NESmut) proteinen adierazpen eskematikoa. Jatorrizko 464 eta 466 leuzinak alaninaz ordezkatu dira mutantean 
(gorriz adierazita). E. YFP-WDR20 basatia, eta YFP-WDR20 mutantea HeLa zelulatan gainadierazita. NES mutantedun YFP-
WDR20 proteinak zelulan duen kokapena YFP-WDR20 basatiak LMBz tratatutakoan duen kokapenaren oso antzekoa da. 
Prestakinetako zelula-nukleoak DAPI tindaketaren bidez behatu dira.(1. erreferentziatik hartutako eta moldatutako irudia, 
Elsevierren baimenarekin). 
 
WDR20 proteinaren NES seinalea zein den zehazteko Wregex [26] erreminta bioinformatikoa 
erabili dugu. Wregex-ek WDR20 proteinean iragarritako balizko 9 NES-kandidatuetatik bakarra 
kokatzen da 390-510 aminoazidoen artean. NES-kandidatu honen sekuentzia honakoa da: 
450MDGAIASGVSKFATLSLHD468. Material eta Metodoen ataleko 3. pausuan azaldutako prozedura 
bera jarraituz NES honen aktibitatea aztertzeko esportazio-entsegua egin dugu eta behatutakoak 
NESaren indarra 6+ koa dela eman digu aditzera, hau da NES aktibo bat dela (6C irudia). WDR20ren 
NESa aktiboa dela ikusita, proteina osoaren testuinguruan duen funtzionaltasuna aztertu dugu. 
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Horretarako NESaren sekuentziako L464 eta L466 aminoazidoak mutatu egin dira, leuzinak alaninaz 
ordezkatuta (6D irudia). Mutatutako NESdun WDR20k berezko kokapen nukleozitoplasmikoa agertzen 
duela behatu dugu, eta kokapen hori, WDR20 basatiak LMBz tratatutakoan duen kokapen bera da (6E 
irudia). Hortaz, WDR20ren 450MDGAIASGVSKFATLSLHD468 aminoazido-sekuentzia haren 
nukleotiko esportazioaren eragilea dela baiezta dezakegu. 
4. EZTABAIDA ETA ONDORIOAK 
USP12/WDR20 konplexuaren adibideak erakusten du deskribatutako hurbilketa esperimentala 
XPO1en esportazio-kargoak karakterizatzeko hurbilketa egokia dela. Gure lanean lortutako emaitzek 
aditzera ematen dute USP12 proteinarako proposatutako NESak [40, 42] ez duela USP12ren esportazioa 
eragiten. Bestetik, USP12ren kofaktorea den eta masa espektrometriaren bidez XPO1en balizko 
kargotzat identifikatutako WDR20ren [28] NES aktiboa zehazki karakterizatu dugu. Saccharomyces 
pombe legamian, USP12/WDR20 konplexuaren homologoa den, Ubp9/Bun62 konplexuaren garraioa 
Bun62 (WDR20 homologoa) kofaktorearen menpekoa da [41]. Homologia hau aintzakotzat hartuta, eta 
gure emaitzak ikusita, USP12/WDR20 konplexuaren garraioaren arduraduna WDR20 dela pentsatzen 
dugu.   
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